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論文内容要旨 
 
Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) 産生に対する小胞体ストレスの影響の研究 
 
生活習慣病治療薬学分野 
B1YD1024 林 寛人 
 
【背景】近年、世界中で 2 型糖尿病の患者数が増加している。我が国においても例外
ではなく食事の欧米化や運動量の減少により肥満とそれに伴う 2 型糖尿病患者数が増
加している。高血糖な状態が長期間持続すると、三大合併症である糖尿病性の網膜症・
腎症・末梢神経障害が引き起こされる。これまでの臨床研究から、早期からの治療介入
が極めて重要で、高血糖が長く続いたあとから治療しても心筋梗塞などのリスクが低下
しないこと（グルコースメモリー）が報告されている。これは、糖尿病の発症メカニズ
ムを理解し予防することが必要であるということを示している。しかしながら、糖尿病
の発症メカニズムは未だ充分に明らかとされていない。 
2 型糖尿病は、血糖値を減少させるホルモンであるインスリン産生・分泌細胞の膵 β 
細胞の減少やそれに伴うインスリン分泌減少、またインスリンの標的臓器においてイン
スリンの効果が低下するインスリン抵抗性が引き起こされている病態である。特に、2 
型糖尿病の患者の膵 β 細胞において小胞体ストレスが誘導されていることが報告され
ている。そのため現在、2 型糖尿病の発症メカニズムの一つとして小胞体ストレスが考
えられている。細胞の Ca2+ ホメホスタシスの障害や折り畳み不全のタンパクが蓄積し
た場合、小胞体は unfolded protein response (UPR) と呼ばれるシステムによって、障害
を取り除こうとする。この応答反応は、小胞体ストレス感知センサーである 
double-stranded RNA-like endoplasmic reticulum-regulated kinase (PERK) や , 
inositol-requiring protein 1 alpha (IRE1α), activating transcription factor 6 (ATF6)により感知
されタンパク合成の低下を介した負荷の軽減や、X-box-binding protein 1 (XBP1) と呼ば
れる転写因子を介し binding immunoglobulin protein (BiP) といったシャペロンを増加さ
せることで折り畳み不全タンパクの減少を介して、負荷を軽減する。しかし、これらの
応答によっても負荷が軽減できない場合、 C/EBP homologous protein (CHOP) の発現上
昇を介して、細胞にアポトーシスを誘導し周囲の細胞への影響を防いでいる。 
飽和脂肪酸の糖尿病誘発機構の一つとして、小胞体ストレスを誘導することが知られ
ている。マウス膵 β 細胞株である MIN6 細胞において、飽和脂肪酸であるパルミチン
酸により小胞体ストレスが誘導され、アポトーシスの増加やインスリン分泌の低下が生
じることが報告されている。また、肝細胞や筋細胞にパルミチン酸を処置するとインス
リン抵抗性が誘導されることも明らかにされている。 
Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) は、小腸 L 細胞から分泌されるペプチドホルモンで、
分泌顆粒膜に存在する prohormone convertase 1/3 (PC1/3) によって proglucagon から切
り出され、L 細胞において分泌顆粒として蓄えられている。蓄えられた GLP-1 は、食
事により摂取されるグルコース、長鎖多価不飽和脂肪酸などにより分泌され、さまざま
な生理作用を示す。膵 β 細胞に作用すると、血糖値上昇に応答して分泌されるインス
リン分泌量を増加させる。また、膵 α 細胞に作用するとグルカゴン分泌を抑制する。
近年、動物レベルにおいて、GLP-1 は膵 β 細胞の小胞体ストレスを緩和し、さらに、
膵 β 細胞の量を増やすことが報告されている。近年、新規の糖尿病治療薬として、
GLP-1 アナログ製剤や GLP-1 を分解する酵素である dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) の
阻害薬が多数上市され非常に優れた治療成果を上げている。 
これまでの研究から、肥満や糖尿病の患者および高脂肪食を摂取させたマウスにおい
て GLP-1 分泌が減少していることが報告されており、肥満や糖尿病における GLP-1 
分泌低下のメカニズムを解明することは、糖尿病の発症メカニズムを理解することにお
いて重要な位置を占めると考えられる。しかし、これまで栄養素と直接接触する小腸に
おける過剰な栄養素の影響の詳細な報告は少ない。本研究では、マウスに高脂肪食を負
荷し、食餌誘発性の肥満マウスを作製し、過栄養状態による小腸の生化学的変化を検討
するとともに、マウス小腸 L 細胞株である GLUTag 細胞を用いた生化学的解析を行う
ことにより、脂質異常などを原因として誘発される過栄養ストレスが GLP-1 分泌を低
下させる可能性について検討した。 
【結果と考察】１. マウス腸管からの GLP-1 
分泌に対する高脂肪食負荷による影響 
 5 週齢の雄性 C57BL6/N マウスにコントロ
ール食または高脂肪食を 8 週間与えた。その後、
12 時間絶食し 1.5 g/kg のグルコースを経口投
与した。グルコース経口投与前および投与後 15 0
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図 1. GLP-1 血中濃度 
分後の血糖値、血中インスリン値、血中 GLP-1 値を測定した。その結果、血糖値、血
中インスリン値は共にグルコース投与前後において、高脂肪食負荷マウスにおいて高く
なっていた。しかし一方で、血中 GLP-1 値は、グルコース処置後において、高脂肪食
負荷群において低値を示した (図1)。そこで、腸管を摘出し GLP-1 の前駆体proglucagon
の遺伝子発現を解析したが、遺伝子発現に変化はなかった。この血中 GLP-1 値の変化
は高脂肪食負荷による小腸での小胞体ストレスが関わっているのではないかと考え、小
胞体ストレスマーカーである CHOP の遺伝子発現を確認したところ予想と一致し、
CHOP の遺伝子発現が高脂肪食負荷マウスにおいて上昇していた。 
２. GLUTag 細胞における脂肪酸の影響 
 マウス腸管における CHOP 発現上昇に対する脂肪酸の影響を確認するため、小腸 L 
細胞株である GLUTag 細胞に飽和脂肪酸であるパルミチン酸および不飽和脂肪酸であ
るオレイン酸を処置し、小胞体ストレスマーカーを確認した。パルミチン酸は、24 時
間において CHOP および BiP の遺伝子発現を上昇させ、PERK のリン酸化を亢進させ
たが、オレイン酸にはこの作用は見られなかった。続いてパルミチン酸の GLP-1 産生
酵素である PC1/3 に与える影響を解析した。パルミチン酸を 24 時間処置し PC1/3 の
酵素活性、タンパクレベル、遺伝子発現を解析したところ、PC1/3 のタンパクレベルを
低下させ、酵素活性を減少させた。しかし、PC1/3 の遺伝子発現には影響しなかった。
一方で、オレイン酸にはこのような作用はみられなかった。これらのことから、パルミ
チン酸は PC1/3 のタンパク減少を介して GLP-1 産生を減少させることが示唆された。 
３. Lipopolysaccharide (LPS) ならびに活性酸素種 (ROS)の影響 
 パルミチン酸は、小胞体ストレスを誘導する以外にも toll-like receptor 4 (TLR4) の
刺激や、ミトコンドリアによる β 酸化を介して活性酸素種 (ROS) 産生を誘導するこ
とも知られている。そこで、次にこれらの作用を介しているかを確認するため TLR4 の
刺激薬である  LPS および  β 酸化を受けないパルミチン酸である  2-bromo- 
hexadecanoic acid (2-BA)、抗酸化剤である n-acetylcysteine (NAC) を投与し検討を行った。
その結果、LPS 処置によってはパルミチン酸の効果は再現されなかった。また、2-BA に
よっても PC1/3 の酵素活性の低下が確認され、パルミチン酸と NAC の同時処置によ
っても、パルミチン酸による PC1/3 の酵素活性は回復しなかった。したがって、パル
ミチン酸による PC1/3 の低下には TL4 および ROS の関与は小さいと考えられた。 
４. パルミチン酸の作用に対するオレイン酸の効果 
 
図 2.パルミチン酸による 
 GLP-1 産生抑制メカニズム 
 
 オレイン酸は、パルミチン酸による小胞体ストレスを緩和することが知られている。
本研究でもパルミチン酸による CHOP の遺伝子発現上昇や XBP1 の splicing がオレ
イン酸の濃度依存的に減少し小胞体ストレスが緩和されていることが示唆された。続い
て、小胞体ストレスが緩和される条件において PC1/3 の酵素活性、タンパクレベル、
proglucagon のタンパクレベルおよび GLP-1 の分泌能を確認した。その結果、パルミ
チン酸による PC1/3 のタンパクレベルの低下とそれに引き続く酵素活性の低下、
proglucagon のタンパクレベルの上昇はオレイン酸との同時処置により回復した。さら
に、GLP-1 分泌能がパルミチン酸により減少したが、オレイン酸との同時処置により
回復した。これらの結果から、オレイン酸はパルミチン酸による小胞体ストレス、なら
びに GLP-1産生抑制作用をともに打ち消すことが明らかになった。 
５. 小胞体ストレス誘導薬 thapsigargin の影響 
 さらに、パルミチン酸による効果が小胞体ストレスに基づくことを確認するために、
小胞体ストレス誘導薬である thapsigargin を用いて検討した。 GLUTag 細胞を 10 
nM の thapsigargin で刺激したところ、 CHOP および BiP の遺伝子発現が上昇し、 
PERK のリン酸化が亢進した。次に、PC1/3 の酵素活性、タンパクレベル、proglucagon 
のタンパクレベルおよび GLP-1 の分泌能を確認した。その結果、小胞体ストレスが確
認された 10 nM の thapsigargin 処置によってパルミチン酸と同様の結果が得られ、こ
のことは、パルミチン酸による作用は小胞体ストレスを介している反応であることを強
く示唆するデータであると考えられた。 
【結論】本研究によって、過剰な飽和
脂肪酸は小胞体ストレスを介して 
PC1/3 のタンパクレベルを低下させ、
酵素活性を下げることで GLP-1 産生
を減少させることが強く示唆された 
(図 1.)。小胞体ストレスにより GLP-1 
の分泌量低下が見られたが、これは 
GLP-1 産生の低下の結果であると考え
られる。これらの in vitroの研究結果か
ら、高脂肪食負荷マウスにおける 
GLP-1 分泌低下に脂肪酸による小胞体ストレスが関与していると考えられる。 
別紙様式（Ａ４判）   論 文 審 査 結 果 の 要 旨 
 
 
論文提出者：林 寛人      論文審査委員（主査）：平澤 典保 
 
論 文 題 目： Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) 産生に対する小胞体ストレスの 
       影響の研究 
 
 肥満や糖尿病の患者および高脂肪食を摂取させたマウスにおいて GLP-1 分泌が減少し
ていることが報告されており、そのメカニズムを解明することは、糖尿病の発症メカニズ
ムを理解することにおいて重要であると考えられる。しかし、これまで栄養素と直接接触
する小腸において、過剰な栄養素が小腸 L細胞にあたえる影響について詳細な報告は少な
い。本研究では、マウスに高脂肪食を負荷し、食餌誘発性の肥満マウスにおける GLP-1の
分泌を検討するとともに、マウス小腸 L 細胞株である GLUTag 細胞を用いた生化学的解
析を行い、脂質異常などを原因として誘発される過栄養ストレスが GLP-1 分泌を低下さ
せる可能性について検討している。 
 まず、コントロール食または高脂肪食を 8 週間与えた C57BL/6N マウスを用い、グル
コース経口投与前および投与後 15 分後の血糖値、血中インスリン値、血中 GLP-1 値を
測定した。その結果、血糖値、血中インスリン値は共にグルコース投与前後において、高
脂肪食負荷マウスにおいて高くなっていたが、血中 GLP-1 値は、グルコース処置後にお
いて、高脂肪食負荷群において低値を示すことを見いだし、GLP-1 分泌が障害を受けてい
ることを示唆した。 
 次に、高脂肪食による GLP-1分泌低下作用機構について、小腸 L 細胞株である GLUTag 
細胞を用いて解析した。本細胞に飽和脂肪酸であるパルミチン酸を処置したところ、CHOP 
および BiP の遺伝子発現を上昇させ、PERK のリン酸化を亢進させたことから小胞体スト
レスが生じていることを確認した。このとき、GLP-1 産生酵素である PC1/3 の酵素活性、
タンパクレベルを減少させた。一方で、不飽和脂肪酸であるオレイン酸にはこのような作
用は見られなかった。これらのことから、パルミチン酸は PC1/3 のタンパク減少を介して 
GLP-1 産生を減少させることが示唆された。このパルミチン酸による GLP-1産生抑制作用
は、小胞体ストレスに基づくものであることを、TLR4 刺激物である lipopolysaccharide で
は誘導されないこと、オレイン酸はパルミチン酸による小胞体ストレスの誘導とともに、
GLP-1 産生低下作用を打ち消したこと、パルミチン酸とは異なる機序で小胞体ストレスを
誘導するタプシガルジンも GLP-1の産生を低下させたことなどから、過剰な飽和脂肪酸は
小胞体ストレスを介して PC1/3 のタンパクレベルを低下させ、酵素活性を下げることで 
GLP-1 産生を減少させることが強く示唆された。 
 高脂肪食マウスを用いた結果から、β細胞からのインスリン分泌がまだ減弱する以前に、
GLP-1の分泌が低下していることから、本研究で見いだした飽和脂肪酸による GLP-1産生
抑制作用は、糖尿病発症の初期に生じるものであることが予想され、糖尿病の早期の指標
となるともに、新たな予防法、治療法の開発に貢献するものであると考えられる。 
よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
